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@ Verfahren zur Kultivierung adharenter Zellen, dafur geeigneterTrager und den Trager enthaltendes 
ZeilkuItivierungsgefaB 

(57) Um ausgehend von bekannten Verfahren zur Kultivierung 

adharenter Zellen auf einem flachenhaft ausgebildeten, 

innerhalb einer Zellkulturkammer angeordneten Trager, an 

dem entlang ein f lussiges Versorgungsmedium bewegt wird, 

ein Zellkulturverfahren anzugeben, mit dem hohe Zelldichten 

erreichbar sind, wird erfindungsgemaS vorgeschlagen, daS 

ein die Form eines Bandes aufweisender, zu einer Spirale 

aufgewickeiter Trager a us einer Mem bran oder einem 

Gewebe eingesetzt wird, da& die Zellkulturkammer mit 

Versorgungsmedium derart aufgefullt wird, daS der Trager 

vom Versorgungsmedium vollstandig bedeckt ist und da& 

die Spirale um ihre zentrale Achse rotiert wird. 

Weiterhin wird ein fur die Durchfuhrung des Verfahrens 

geeigneterTrager und ein ZellkultivierungsgefaB zur Aufnah- 
^ me des flachenhaft ausgebildeten Tragers angegeben, wo- 
f \ bei der Trager der retrokompatibel in bezug auf vorhandene 
w Kulturgefa&e ist und der aus einem flexiblen, die Form eines 
£^ Bandes aufweisenden, als Membran oder Gewebe ausgebii- 
^ deten Material besteht, spiralig aufgewickelt, und an einem 
If) Halteelement aus einem formstabilen Material befestigt ist 

und daS er ein poroses Netzwerk enthalt. 
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Beschreibung 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Kultivierung 
adharenter Zellen auf einem flachenhaft ausgebildeten, 
innerhalb einer Zellkulturkammer angeordneten Tra- 
ger, an dem entlang ein fliissiges Versorgungsmedium 
bewegt wird. Weiterhin betrifft die Erfindung einen ge- 
eigneten, flachenhaft ausgebildeten Trager sowie ein 
ZellkultivierungsgefaB zur Durchfuhrung des Verfah- 
rens, mit einer Zellkulturkammer, in der ein derartiger 
Trager angeordnet ist 

Ein Zellkultivierungsverfahren, ein Trager und ein 
ZellkultivierungsgefaB gemaB der eingangs genannten 
Gattung sind aus der US-PS 4317,886 bekannt. Darin 
wird ein besonders gestaltetes rollerflaschenahnliches 
KulturgefaB beschrieben, das aus einem zylinderfdrmi- 
gen AuBengehause besteht, innerhalb von dem mehrere - 
Rohre koaxial zueinander angeordnet sind, wobei zwi- 
schen den Rohren ein definierter Ringspalt fur die Zell- 
kultur verbleibt Die Rohre weisen in etwa die gleiche 
Lange auf wie das AuBengehause und werden mittels 
zweier an den Stirnseiten des AuBengehauses angeord- 
neter Abstandshalter fixiert Bei der Zellkutivierung die- 
nen die Rohr-Oberflachen adharenten Zellen als Trager. 

Beide Stirnseiten des rohrformigen AuBengehausen 
sind mittels abnehmbarer Endkappen fliissigkeitsdicht 
verschlossen. In einer der Endkappen ist ein verschiieB- 
barer AusgieBer vorgesehen. 

Zur Durchfuhrung des Kultivierungsverfahrens wird 
in das rollflaschenahnliche KulturgefaB die zu kultivie- 
rende Zellkuhur gegeben und das GefaB teilweise mit 
einer geeigneten Nahrmittellosung aufgefullt Die Fiill- 
hohe ist dabei so gewahlt, daB bei waagerechter Orien- 
tierung des KulturgefaBes das innerste Rohr von der 
Nahrmittellosung umspult wird Wahrend der Zellkulti- 
vierung wird das rollflaschenahnliche GefaB um seine 
Langsachse rotiert Dabei werden die Rohr-Oberfla- 
chen und die darauf wachsenden Zellen von der Nahr- 
mittellosung umspult 

Wahrend des Kultivierungsverfahrens wird die Nahr- 
mittellosung von den Zellen verbraucht und gleichzeitig 
mit Stoffwechselprodukten angereichert. 

Die Nahrmittellosung kann wahrend einer Umdre- 
hung des KuIturgefaBes um seine Langsachse die engen 
Ringspalte nicht vollstandig verlassen und bleibt teil- 
weise an den Rohr-Oberflachen haften. Bei dem be- 
kannten Verfahren findet daher kein ausreichender 
Austausch des Nahrmediums zwischen den einzelnen, 
Ringspalten statt, so daB hohe Zelldichten nicht erreicht 
werden. 

Das bekannte KulturgefaB besteht aus vielen Einzel- 
teilen, wie dem AuBengehause, den darin angeordneten 
Rohren, Abstandshaltern, Endkappen und Dichtmitteln. 
Es ist daher relativ aufwendig zu montieren. 

Die im bekannten KulturgefaB als Trager verwende- 
ten Rohre und die Abstandshalter sind in ublichen Rol- 
lerflaschen, die stirnseitig nicht geoffnet werden konnen, 
nicht verwendbar. 

Aus JP 05-030972- A ist eine Vorrichtung zur Reini- 
gung von Abwasser mit Hilfe von Mikroben bekannt 
Der dabei verwendete Trager hat die Form eines 
Schlauches, der in Form einer Sprungfeder (das heiBt 
schraubenformig gewunden) ausgebildet ist Die Mikro- 
ben befinden sich in einer Fliissigkeit innerhalb des 
Schlauches und wirken dort auf das Abwasser ein. 

Ein ahnlicher Trager ist in JP 62036-109-A offenbart 
Derartige Trager sind nicht zur Kultivierung von Zell- 
kulturen adharenter Zellen geeignet 



Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe 
zugrunde, ein Zelikulturverfahren anzugeben, mit dem 
hohe Zelldichten erreichbar sind und einen Trager hier- 
fur, der retrokompatibel in bezug auf vorhandene Kul- 
5 turgefaBe ist, sowie ein ZellkultivierungsgefaB bereitzu- 
stellen, das einfach handhabbar und preisgunstig her- 
stellbar ist 

Hinsichtlich des Verfahrens wird diese Aufgabe aus- 
gehend von dem eingangs beschriebenen Verfahren er- 

10 findungsgemaB dadurch gelost, daB ein die Form eines 
Bandes aufweisender, zu einer Spirale aufgewickelter 
Trager aus einer Membran oder einem Gewebe einge- 
setzt wird, daB die Zellkulturkammer mit Versorgungs- 
medium derart aufgefullt wird, daB der Trager vom Ver- 

15 sorgungsmedium vollstandig bedeckt ist und daB die 
Spirale um ihre zentrale Achse rotiert wird. 

Die Bewegung des Versorgungsmediums entlang des 
in Form einer Spirale geformten Tragers kann durch 
Rotation der Spirale oder durch Rotation der gesamten 

20 Zellkulturkammer, wie es bei dem Verfahren gemaB 
dem Stand der Technik beschrieben ist, erreicht werden. 
Die spiralige Form des Tragers bewirkt daB das am 
einen Ende der Spirale eintretende Versorgungsmedi- 
um im wesentlichen die gesamte Spirale durchlauft und 

25 am anderen Ende der Spirale wieder austritt Die Spira- 
le wirkt daher ahnlich wie eine Schaufelpumpe, wobei 
die treibende Kraft fur den Durchtritt des Versorgungs- 
mediums auf der Schwerkraft und auf der die Rotation 
bewirkenden Kraft beruht 

30 Es ist nicht erforderlich, daB die Stirnseiten der Spira- 
le geschlossen sind. Dadurch, daB der Trager vom Ver- 
sorgungsmedium vollstandig bedeckt ist, wird der Aus- 
tritt vom Versorgungsmedium gegebenenfalls auch aus 
offenen Stirnseiten der Spirale verlangsamt und damit 

35 vernachlassigbar. 

Wesentlich ist, daB der Trager vom Versorgungsme- 
dium vollstandig bedeckt ist Das bedeutet, daB bei- 
spielsweise bei einer waagerechten Orientierung der 
Mittelachse der Spirale innerhalb der Zellkulturkam- 

40 mer, die Fullhohe des Versorgungsmediums so hoch 
sein muB, daB auch die auBerste Windung der Spirale 
stets von Versorgungsmedium umgeben ist Unter dem 
Ausdruck Versorgungsmedium" wird dabei dasjenige 
flussige Medium innerhalb der Zellkulturkammer ver- 

45 standen, das die Zellkultur umgibt Da die Zellkuhur 
standig von Versorgungsmedium umgeben ist, und die- 
ses wiederum aufgrund der sich relativ zum Versor- 
gungsmedium bewegenden Spirale kontinuierlich und 
zwangsweise "umgepumpt" und so unmittelbar an der 

50 Oberflache der Spiral-Windungen laufend ausgetauscht 
wird, werden sehr hohe Zelldichten in der Zellkultur 
erreicht 

Die Spirale wird um ihre zentrale Achse rotiert 
Durch die Rotation der Spirale innerhalb der Zeilkuhur- 
55 kammer wird der Durchgang des Versorgungsmediums 
durch die Windungen der Spirale noch gefordert Bei 
dieser Verfahrensweise ist es nicht erforderlich, die Zell- 
kulturkammer zu bewegen. Durch die Rotation der Spi- 
rale' wird ein besonders intensiver Austausch von Ver- 
so sorgungsmedium erreicht 

Dabei hat es sich besonders bewahrt, von auBerhalb 
der Zellkulturkammer im Bereich der Spirale ein Dreh- 
feld zu erzeugen, mittels dem die Spirale rotiert wird. 
Hierdurch wird die Rotation der Spirale erreicht ohne 
65 daB von auBerhalb der Zellkulturkammer irgendwelche 
Hilfsmittel in diese hineinragen und ohne daB Dreh- 
durchfiihrungen erforderlich sind, die regelmaBig Pro- 
bleme hinsichtlich der Dichtigkeit bereiten. Das von au- 
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Berhalb der Zellkulturkammer erzeugte Drehfeld ver- 
einfacht somit das Verfahren und bereitet keine Probie- 
me hinsichtlich moglicher Kontaminationen der Zellkul- 
tur. 

Das Drehfeld kann gemaB der Erfindung beispiels- 5 
weise durch rotierende Magnete erzeugt werden. Das 
Drehfeld kann beispielsweise an der Zylindermantelfla- 
che der Spirale oder an einer Stirnseite der Spirale an- 
greifen. 

Besonders bewahrt hat sich ein Verfahren, bei dem 10 
die Spirale mit einem magnetischen Lauferelement fest 
verbunden ist, das mittels eines auBerhalb der Zellkul- 
turkammer angeordneten Magnetmotors bewegt wird. 
Derartige Magnetmotore sind handelsublich, einfach re- 
gelbar und auf die fur die Erzielung hoher Zelldichten 15 
geeignete Drehzahl leicht einstellbar. 

Hinsichtlich des Tragers wird die oben angegebene 
Aufgabe erfindungsgemaB dadurch gelost, daB er aus^ 
einem flexiblen, die Form eines Bandes aufweisencien;' 
als Membran oder Gewebe ausgebildeten Material be- 20 
stent, spiralig aufgewickelt, und an einem Halteelement 
aus einem formstabilen Material befestigt ist und daB er 
ein poroses Netzwerk enthalt 

Dadurch, daB der Trager in Form einer Spirale aufge- 
wickelt ist, stellt er eine groBe Oberflache fur die Zell- 25 
kultur zur Verfugung. Dabei ist zu gewahrleisten, daB 
zwischen benachbarten Windungen der Spirale ein Ab- 
stand bleibt Oblicherweise ist der Trager aus einem 
Stuck gefertigt und daher besonders einfach handhab- 
bar. 30 

Der erf indungsgemaBe Trager ist in vorhandene Kul- 
turgefaBe, wie beispielsweise ubliche Rollerflaschen, 
einfach einsetzbar. Dies wird dadurch erreicht, daB er 
aus einem flexiblen Material besteht Das flexible Mate- 
rial erlaubt es, die Spirale unter Verkleinerung ihres 35 
AuBendurchmessers eng zu roilen. Danach kann sie 
durch die Ein- oder Ausfullofmung jeder gebrauchli- 
chen Rollerflasche eingefuhrt werden, wonach sie sich 
innerhalb der Rollerflasche, beispielsweise aufgrund ih- 
rer Elastizitat, wieder entfalten kann und dabei wieder 40 
einen groBeren AuBendurchmesser einnimmt Der er- 
findungsgemaBe Trager ist daher als "Aufrustset" fur 
handelsQbliche Rollerflaschen verwendbar. 

Das Halteelement dient zur Fixierung der Spirale in- 
nerhalb der Zellkulturkammer des KulturgefaBes und 45 
kann gleichzeitig den erforderlichen Abstand zwischen 
den Windungen der Spirale gewahrleisten. Das Halte- 
element kann beispielsweise in Form eines einfachen. 
Stabchens oder einer Spule ausgcbildet sein, wobei der 
Trager an der Stab- bzw. Spulenachse angreift, die 50. 
gleichzeitig der Mittelachse der Spirale entspricht Obli- 
cherweise entspricht die Lange eines solchen langlichen 
Halteelementes etwa der Lange der entsprechenden 
Abmessung der Zellkulturkammer. Falls erforderiich, 
kann die Spirale mittels des Halteelementes in der Zell- 55 
kulturkammer fixiert sein. Mittels des Halteelements 
kann auBerdem die Einhaltung eines vorgegebenen Ab- 
standes zwischen benachbarten Windungen der Spirale 
gewahrleistet werden. 

Zur Halterung der Spirale innerhalb der Zellkultur- 60 
kammer ist es erforderiich, daB das Halteelement selbst 
aus einem formstabilen Material besteht 

Ein "flexibler" Trager im Sinne der Erfindung zeichnet 
sich dadurch aus, daB er ohne grdBeren Kraftaufwand 
zu einer Spirale aufgerollt werden kann. Elastische Ei- 65 
genschaften des Tragers sind nicht unbedingt erforder- 
iich. 

Der Trager ist aus einem porosen Material Hier- 



durch werden besonders^groBe Oberflachen fur die zu 
kultivierenden Zellen bereitgestellt, so daB hone Zell- 
dichten erreichbar sind. Porose Materialien im Sinne 
der Erfindung sind beispielsweise die fur die Herstellung 
semipermeabler Membranen verwendeten Materialien. 
Es hat sich aber auch ein Trager aus textilem Gewebe 
als geeignet erwiesen. Textiles Gewebe im Sinne der 
Erfindung sind auch solche Textilien, die nicht gewebt, 
sondern beispielsweise gestrickt oder gewirkt sind. 

Hinsichtlich des ZellkultivierungsgefaBes wird die 
oben angegebene Aufgabe erfindungsgemaB dadurch 
gelost, daB der Trager aus einem flexiblen, als Band aus 
einer Membran oder einem Gewebe ausgebildeten Ma- 
terial besteht, zu einer Spirale aufgewickelt und an ei- 
nem Halteelement aus einem formstabilen Material be- 
festigt ist und daB die Zellkulturkammer einerseits von 
einer fur die Aufnahme des Versorgungsmediums vor- 
gesehenen Versorgungskammer durch eine semiperme- 
able Membran und andererseits von der Umgebungsat- 
mosphare durch eine fur Flussigkeiten undurchlassige, 
fur Gase jedoch durchlassige Gasaustauschmembran 
getrennt ist. 

Dadurch, daB der Trager aus einem flexiblen Material 
besteht und spiralig aufgewickelt ist, ist er besonders 
einfach handhabbar. Er kann beispielsweise als Aus- 
tauschteil fur das ZellkultivierungsgefaB ausgebildet 
sein. 

Das Versorgungsmedium ist entlang der Spirale 
durch Rotation der Zellkulturkammer und/oder des 
Tragers selbst bewegbar. Obliche Rollerflaschen kon- 
nen mittels des erfindungsgemaBen Tragers aufgerustet 
werden. Hierzu wird der flexible Trager zu einer Spirale 
mit kleinem AuBendurchmesser aufgerollt, in die Ein- 
fulloffnung einer ublichen Rollerflasche eingefuhrt und 
innerhalb der Rollerflasche wieder zu einer Spirale mit 
groBerem AuBendurchmesser entspannt Dichtigkeits- 
probleme treten bei derartigen Zellkultivierungsgefa- 
Ben nicht auf. 

Ein ZellkultivierungsgefaB ist beispielsweise in der 
DE-A1 42 29 325 beschrieben. Wird ein erfindungsge- 
maBer Trager, der besonders groBe Oberflachen in ei- 
nem kleinen Volumen bereitstellt, in eine derartige Zell- 
kulturkammer eingesetzt, werden besonders hohe Zell- 
dichten pro Volumeneinheit erreicht Auch hier kann 
der Trager wiederum als steriles Austauschteil ausgebil- 
det sein. Probleme hinsichtlich der Dichtigkeit oder der 
Kontamination der Zellkultur innerhalb der Zellkultur- 
kammer entstehen dadurch nicht 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des Zellkulti- 
vierungsgefaBes ist das Halteelement mit einem magne- 
tischen, magnetisierbaren oder elektrisch leitenden Lau- 
ferelement fest verbunden, und auBerhalb der Zellkul- 
turkammer ist ein Drehfeldgenerator vorgesehen, der 
mit dem Lauferelement unter Rotation des Halteele- 
mentes um die Langsachse der Spirale zusammenwirkt 
Der spiralformig aufgewickelte Trager wirkt bei der 
Rotation der Spirale nach Art einer Schaufelpumpe. 
Das heiBt, daB an dem einen Ende der Spirale eintreten- 
de Versorgungsmedium durchlauft die gesamte Spirale 
und tritt erst am gegenuberliegenden Ende wieder aus. 
Die spiralfdrmige Anordnung der Membran hat uber- 
dies den Vorteil daB auf kleinstera Raum sehr groBe 
Oberflachen zur Verfugung gestellt werden konnen. 
Dadurch, daB das Drehfeld von auBerhalb der Zellkul- 
turkammer erzeugt wird, werden Drehdurchfuhrungen 
und die damit verbundene Kontaminationsgefahr ver- 
miedeit 

Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung sind in der 
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Zeichnung dargestellt und werden nachfolgend naher 
eriautert. In der Zeichnung zeigen im einzelnen in sche- 
matischer Darstellung 

Fig. 1 einen erfindungsgemaBen Tragers und einen 
Halter in perspektivischer Ansicht, 

Fig. 2 eine Explosionszeichnung eines unter Verwen- 
dung eines erfindungsgemaBen Tragers hergestellten 
Produktionsmoduls bei einem bekannten Zellkultivie- 
rungsgefaB, 

Fig. 3 eine unter Verwendung eines erfindungsgema- 
Ben Tragers hergestellte Zellkulturkammer mit Ma- 
gnetmotor in perspektivischer Ansicht und 

Fig. 4 einen unter Verwendung des erfindungsgema- 
Ben Tragers hergestellten Perfusionsreaktor. 

Bei der in Fig. 1 dargestellten Ausfuhrungsform der 
Erfindung ist die Bezugsziffer 1 einer als Trager fur die 
Zellkultur dienenden, spiralig aufgewickelten Membran 
zugeordnet Die Membran 1 ist aus einem Stuck gefer- 
tigt und weist, auseinandergerollt, die Form eines lang- 
gestreckten Bandcs auf. Das eine Ende der Membran ist 
an einem Haltestab 2, der eine Lange von ca. 10 cm hat, 
befestigt Der Deutlichkeit halber ist in der Fig. 1 nur 
etwa dreiviertel einer oberen Wicklung der Membran 1 
dargestellt. Die einzelnen Wicklungen der Membran 1 
halten voneinander einen Abstand von ca. 1 mm. Der 
Abstand wird dadurch gewahrleistet, daB die bandfor- 
mige Membran 1 an ihren beiden Langsseiten mit einer 
ca. 1 mm breiten und ca. 1 mm hohen, flexiblen Auflage 
3 versehen ist Die Gesamtoberflache der Membran 1 
betragt ca. 3.600 cm 2 . Dabei ist zu beachten, daB die 
Membran 1 beidseitig von Zellen bewachsen werden 
kann. Der in der Fig, 1 dargestellte Trager kann in jede 
handelsttbliche Rollerflasche eingesetzt werden. Er ist 
als Nachriist-Set hierfiir geeignet Hierzu wird die 
Membran 1 so eng wie moglich aufgewickelt. Die Aufla- 
ge 3, die aus einem weichen elastischen Material be- 
steht, wird dabei zusammengedriickt Die so eng gewik- 
kelte Spirale 21 wird in die Einfuiloffnung der Rollerfla- 
sche eingefuhrt. In der Rollerflasche entspannt sich die 
Auflage 3 wieder und nimmt ihre vorgesehene Dicke an, 
so daB der AuBendurchmesser der Spirale 21 wieder 
groBer wird und sich der gewunschte Abstand zwischen 
den einzelnen Windungen einstellt. 

In einer alternativen Ausftihrungsform, die in den Fi- 
guren nicht dargestellt ist, ist anstelle der Membran ein 
Gewebe in Form einer Spirale 21. Das Gewebe ist aus 
Faden mit Durchmessern zwischen 1 1 u,m und 59 jim 
hergestellt Anstelle der in Fig. 1 dargestellten , Auflage^ 
kann zur Gewahrleistung des Abstancles zwischen den 
einzelnen Windungen der Spirale, ein spulenformiger 
Halter vorgesehen sein, der beidseitig mit gitterformi- 
gen Seitenteilen versehen ist An den Seitenteilen wer- 
den die Rander des Gewebes gehalten und so der Ab- 
stand zwischen benachbarten Windungen der Spirale 22 
gewahrleistet. 

In der Explosionszeichnung gemaB Fig. 2 ist ein Pro- 
duktionsmodul eines KultivierungsgefaBes dargestellt, 
wie es in der DE-A1 42 29 325 beschrieben ist Bei 
diesem Produktionsmodul, dem insgesamt die Bezugs- 
ziffer 4 zugeordnet ist, handelt es sich urn die Zellkultur- 
kammer bei einem Mehrkammer-KultivierungsgefaB. 
Dabei ist das Produktionsmodul 4, in dem die Zellen 
kultiviert werden, durch eine Dialysemembran 8 von 
einem Versorgungsmodul (in der Fig. 2 nicht darge- 
stellt) getrennt Das Produktionsmodul 4 gemaB der in 
Fig. 2 dargestellten Ausfuhrungsform besteht aus einem 
Haltering 5 aus einem stabilen Kunststoff, beispielswei- 
se aus einem Polycarbonat, in das eine Silikonmembran 



6 eingelegt ist, die den Gasaustausch bei der Zellkulti- 
vierung dient, einem spiralformig aufgewickelten Ein- 
satz 7 aus einem Membran-Material und aus der Dialy- 
semembran 8. Die Dialysemembran 8 dient dem Aus- 
5 tausch von Nahrstoffen in das Produktionsmodul 4 und 
von Stoffwechselprodukten aus dem Produktionsmodul 
4. Der Haltering 5 ist mit mehreren Einfiillstutzen 9 
versehen, die mittels Kappen 10 verschlieBbar sind. Die 
flOssigkeitsdichte Befestigung des Produktionsmoduls 4 

io am Versorgungsmodul erfolgt mittels Schnapphaken 1 1. 
Die Hone des Halterings 5 betragt im Ausfuhrungs- 
beispiel ca. 1 cm, sein Innendurchmesser ca. 8 cm. Der 
spiralformige Einsatz 7 stellt innerhalb des Produktions- 
moduls eine Oberflache von ca. 500 cm 2 zur Verfugung. 

15 Der spiralformige Trager 7 kann bei dieser Ausfuh- 
rungsform aus einem steifen Material bestehen, so daB 
auf einer Haltevorrichtung zur Fixierung innerhalb des 
Produktionsmoduls 4 verzichtet werden kann. 

Zur VergroBerung der Gasaustauschflache ist die Sili- 

20 konmembran 6 mit hohlen Noppen 12 ausgebildet, die 
ins Innere des Produktionsmoduls 4 ragen und die nach 
auBen hin offen sind. 

Das Produktionsmodul 4 ist um seine Mittelachse, die 
mit der Bezugsziffer 38 gekennzeichnet ist, rotierbar. 

25 Die Rotationsachse 38 entspricht gleichzeitig der Mit- 
telachse des spiralformigen Einsatzes 7. 

In einer alternativen, in den Figuren nicht dargestell- 
ten Ausfuhrungsform wird die in Fig. 1 gezeigte, spiral- 
formig aufgewickelte Membran 1 mitsamt des Haltesta- 

30 bes 2 in das Versorgungsmodul eines Kultivierungsgefa- 
Bes eingebracht, wie es in der DE-A1 42 29 325 beschrie- 
ben ist Dies wird dadurch erleichtert, daB bei diesem 
bekannten KulturgefaB das Produktionsmodul, das mit- 
tels der Schnapphaken 11 an dem Versorgungsmodul 

35 angeklickt ist, einfach abgenommen werden kann. 
Durch die dabei freiwerdende relativ groBe Offnung 
kann die Membran 1 sehr einfach in das Versorgungs- 
modul eingebracht werden. Bei dieser Ausfuhrungsform 
ist zwischen dem Versorgungsmodul und dem Produk- 

40 tionsmodul keine semipermeable Dialysemembran vor- 
gesehen. 

Bei der in Fig. 3 dargestellten Ausfuhrungsform der 
Erfindung ist eine wie anhand Fig. 1 naher beschriebe- 
ne, spiralformig aufgewickelte Membran 1, ein Halte- 

45 stab 2 und eine Auflage 3 innerhalb eines Perfusionsre- 
aktors, dem insgesamt die Bezugsziffer 13 zugeordnet 
ist, angeordnet Der Perfusionsreaktor 13 weist im we- 

J sentlichen eine hohlzylindrische Form auf. Seine im 
ubrigen geschlossenen Stirnseiten sind einerseits mit ei- 

so nem EinlaB 14 fur frische Nahrmittellosung und ander- 
seits mit einem AuslaB 15 fiir verbrauchte Nahrmittello- 
sung versehen. An einem Ende des Haltestabes 2 ist ein 
Magnet 20 befestigt Auf der entsprechenden Stirnseite 
16 des Perfusionsreaktors 13 ist ein Magnetmotor 17 

55 angeordnet, der mit dem N/Iagneten 20 zusammenwirkt 
und dadurch den Haltestab 2 in Richtung des Pfeiles 18 
rotiert Die Rotationsachse 19 entspricht dabei gleich- 
zeitig der Mittelachse der Spirale. Die sich im Inneren 
des Perfusionsreaktors 13 drehende Spirale 21 samt 

60 Haltestab 2 und Auflage 3 weist insgesamt eine Dichte 
von weniger als 1 g/cm 3 auf und schwimmt daher in der 
Nahrmittellosung. Eine Befestigung der Spirale 21 in- 
nerhalb des Perfusionsreaktors 13 ist nicht erforderlich. 
Der gezeigte Perfusionsreaktor 13 ist insbesondere 

65 fiir die Kultivierung soldier adharenter Zellen geeignet, 
die die Zellprodukte in der Zelle selbst erhalten und 
nicht nach auBen freisetzen. In der schematischen Dar- 
stellung gemaB Fig. 4 ist ein ahnlicher Perfusionsreak- 
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tor 13, wie er anhand Fig. 3 naher beschrieben ist dar- 
gestellt Der Perfusionsreaktor 13 weist einen EinlaB 14 
fur unverbrauchtes Versorgungsmedium 28 und einen 
AuslaB 15 fur verbrauchtes Versorgungsmedium 28 auf. 
Innerhalb des Perfusionsreaktors 13 ist eine urn ihre 5 
Mittelachse rotierbare Spirale 21 angeordnet. Die Spi- 
rale 21 besteht aus einem spiralig aufgewickelten, flexi- 
bien Gewebeband, das mit einem schmalen Ende an der 
Langsachse 23 einer Spuie 22 befestigt ist Die Spule 22 
weist beiderseits der Langsachse 23 zwei Seitenteile 24 10 
auf, zwischen denen die Spirale 21 verlauft Die Seiten- 
teile 24 sind gitterartige ausgebildet und gewahrleisten 
so den Abstand benachbarter Windungen der Spirale 
21. An der Spule 22 ist stirnseiiig ein Magnetstabchen 25 
befestigt Dem Magnetstabchen 25 liegt auBerhalb des 15 
Perfusionsreaktors 13 ein Magnetmotor 26 gegeniiber, 
der uber eine Andockstelle 27 mit der entsprechenden 
Stirnseite 16 des Perfusionsreaktors 13 verbunden ist 

Nachfolgend wird das erfindungsgemaBe Zellkulti- 
vierungsverfahren anhand eines Ausfuhrungsbeispieles 20 
und anhand Fig. 4 naher erlautert 

Der Perfusionsreaktor 13 wird mit einem geeigneten 
Versorgungsmedium 28 teilweise aufgefullt Der Full- 
stand des Versorgungsmediums 28 ist dabei so gewahlt, 
dafi die Spirale 21 vollstandig vom Versorgungsmedium 25 
28 bedeckt ist Das Versorgungsmedium wird dem Per- 
fusionsreaktor 13 aus einem Vorratsbehalter 29 konti- 
nuierlich mittels einer Pumpe 31 zugefuhrt. Dabei 
durchlauft das Versorgungsmedium 28 einen Oxygena- 
tor 30, in dem es mit Sauerstoff angereichert wird. Der 30 
Oxygenator 30 besteht im wesentlichen aus einem Be- 
halter, mit Wandungen aus einer gasdurchlassigen Sili- 
konfolie. Der Vorratsbehalter 29 hat beispielsweise ein 
Volumen von 20 1, der Perfusionsreaktor ein Volumen 
von ca. 500 ml. 35 

In den Perfusionsreaktor 13 wird die zu kultivierende 
Zellkultur eingeimpft und, nachdem sich die Zellen auf 
der Oberflache der Spirale 21 festgesetzt haben, das 
Versorgungsmedium 28 kontinuierlich durch Umpum- 
pen aus dem Vorratsbehalter 29 in einen Abfallbehalter 40 
32 ausgetauscht Fur den Druckausgleich ist ein Entluf- 
tungsrohrchen 33 vorgesehen, das einerseits mit der 
Luftblase 34 innerhalb des Perfusionsreaktors 13 und 
andererseits mit der Umgebungsatmosphare uber einen 
Sterilfilter 35 verbunden ist 45 

Wahrend der Zellkultivieung wird die Spule 22 mit- 
samt der darauf aufgewickelten Spirale 21 um ihre 
Langsachse 23 gedreht Sie schwimmt dabei innerhalb 
des Versorgungsmediums 28 auf, da ihre Dichte insge- 
samt kleiner als 1 g/cm 3 ist 50 

Durch die Rotation der Spirale 21 innerhalb des Ver- 
sorgungsmediums 28 wirkt diese wie eine Schaufelpum- 
pe, so daB das Versorgungsmedium 28 von einem Ende 
der Spirale 21 beginnend kontinuierlich uber samtliche 
Windungen bis zum gegenuberliegenden Ende gefuhrt 55 
wird und so ein stetiger Austausch von verbrauchtem 
Versorgungsmedium 28 gewahrleistet ist Tote Winkel, 
in denen kein Austausch stattfindet werden vermieden; 
aufgrund der Rotation der Spirale 21 ist der Austausch 
besonders intensiv. Dadurch werden besonders hohe eo 
Zelldichten erreicht 

Nach AbschluB des Zellkultivierungsverfahrens wer- 
den dem Perfusionsreaktor 13 uber einen Bruchkonek- 
tor 36 ca. 300 ml einer Trypsinlosung aus einem Trypsin- 
behalter 37 zugefuhrt Das Trypsin bewirkt die Abld- 65 
sung der Zellen von den Oberflachen der Spirale 21 und 
ermoglicht deren Abernten. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Kultivierung adharenter Zellen 
auf einem flachenhaft ausgebildeten, innerhalb ei- 
ner Zellkulturkammer angeordneten Trager, an 
dem entlang ein flussiges Versorgungsmedium be- 
wegt wird, dadurch gekennzeichnet, daB ein, die 
Form eines Bandes aufweisender, zu einer Spirale 
(7; 21) aufgewickelter Trager (1) aus einer Mem- 
bran oder einem Gewebe eingesetzt wird, daB die 
Zellkulturkammer (4; 13) mit Versorgungsmedium 
(28) derart aufgefullt wird, daB der Trager (1) vom 
Versorgungsmedium (28) vollstandig bedeckt ist 
und daB die Spirale (7; 21) um ihre zentrale Achse 
(23) rotiert wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB von auBerhalb der Zellkulturkammer 
(4; 13) im Bereich der Spirale (7; 21) ein Drehfeld 
erzeugt wird, mittels dem die Spirale (7; 21) rotiert 
wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Spirale (7; 21) mit einem magne- 
tischen Lauferelement (25) fest verbunden ist, das 
mittels eines auBerhalb der Zellkulturkammer (4; 
13) angeordneten Magnetmotors (26) bewegt wird. 

4. Flachenhaft ausgebildeter Trager zur Aufnahme 
der Zellkultur bei der Durchfuhrung des Verfah- 
rens nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daB er aus einem flexi- 
blen, die Form eines Bandes aufweisenden, als 
Membran oder Gewebe ausgebildeten Material 
besteht, spiralig aufgewickelt, und an einem Halte- 
element (2; 22) aus einem formstabilen Material 
befestigt ist und daB er ein poroses Netzwerk ent- 
halt 

5. Trager (1 ; 21) nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB er aus einem textilen Gewebe be- 
steht 

6. ZellkultivierungsgefaB zur Durchfuhrung des 
Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 4, mit 
einer Zellkulturkammer, in der ein flachenhaft aus- 
gebildeter Trager (1 ; 21) fur die Zellkultur angeord- 
net ist, dadurch gekennzeichnet, daB der Trager (1) 
aus einem flexiblen, als Band aus einer Membran 
oder einem Gewebe ausgebildeten Material be- 
steht, zu einer Spirale (7; 21) aufgewickelt, und an 
einem Halteelement (2; 22) aus einem formstabilen 
Material befestigt ist und daB die Zellkulturkam- 
mer (4) einerseits von einer fur die Aufnahme des 
Versorgungsmediums (28) vorgesehenen Versor- 
gungskammer durch eine semipermeable Mem- 
bran (8), und andererseits von der Umgebungsat- 
mosphare durch eine fur Flussigkeiten undurchlas- 
sige, fur Gase jedoch durchlassige Gasaustau- 
schmembran (6) getrennt ist 

7. ZellkultivierungsgefaB nach Anspruch 6, dadurch 
gekennzeichnet daB das Halteelement (2; 22) mit 

. einem magnetischen, magnetisierbaren oder elek- 
trisch leitenden Lauferelement (25) fest verbunden 
ist und daB auBerhalb der Zellkulturkammer (4; 13) 
ein Drehfeldgenerator (26) vorgesehen ist, der mit 
dem Lauferelement (25) unter Rotation des Halte- 
elementes (2; 22) um die Mittelachse (23) der Spira- 
le (7; 21) zusammenwirkt 
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